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FRITI Ger- aA Let gat ic Pode GSH) gtd, Reema, 
Siero, Leta de, 在 细胞 中 六 a 0.5— i mM, jut mA ) re 
Y- ROARED Po TAGS FAP E eA Pe DG ATR o ARS RL 
有 许多 重要 的 生理 功能 , 它 涉及 到 蛋白 质 和 DNA 的 合成 ,还 答 , 酶 的 活 让 代谢 细胞 的 
保护 ,以 及 外 来 毒物 的 解 洪 。 谷 胱 甘 肤 借助 于 本 身 的 还 原作 用 ,利用 本 身 与 过 氧化 得 、 各 
种 过 氧化 物 , 游 离 基 的 反应 ,保护 细胞 腊 及 许多 蛋白 质 , 维持 其 必需 的 SH 基 团 ， 并 通过 
“Y-B ARIER RIET INR L PAI, 提供 了 氨基 酸 在 细胞 之 闻 运 转 
的 一 种 极 好 途径 《Meister 等 ，1976; 1983)。 

在 志 虫 中 , 除 在 解毒 机 制 中 的 作用 外 ， 有 关 GSH 在 它们 体内 的 含量 ,分布 ， 以 及 在 
代谢 中 的 作用 报道 很 少 。 为 了 今后 进一步 研究 GSH 在 昆虫 体内 代谢 中 的 作用 ， 作 考 最 
近 以 亡 麻 下 和 家 熏 为 材料 ,采用 乙 醋 酸 使 之 与 体内 游离 的 半 腕 弘 酸 结合 ,用 5，5 -二 硫 代 
ae ee 甲酸 ) (DTNB) FeRAM HAN Ra i, 并 注射 S- 正 丁 

EE EMER A Re (CBSO) 以 了 解 GSH 本 身 在 和 蛋 体 内 的 代谢 。 


材料 和 方法 
LERH RE: 东 肥 X 华 合 及 新 农 1 X 共 12, 由 浙江 堪 兴 市 农 校 提供 ; 仑 麻 填 ; 白 
BE, CAIN a ee Bh TR RER ERE PRL F 25°C 温室 饲养 。 


2.747] GSH, CREAR REM Sigma 公司 出 品 ，LBSO 系 美 国 康泰 尔 大 学 医学 院 生 
AGA Meister 教授 赠送 ，DTNB 系 瑞 士 Fluka 公司 出 品 。 
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3,BSO 处 理 AWE KRARRA ( 浙 农 ! X 苏 12)， 实 验 组 及 对 照 组 均 为 峻 雄 各 
尘 , 实 验 组 BSO 处 理 剂量 为 每 头条 10 微 升 生理 盐水 , 含 L-BSO 1.5 毫克 ,用 微量 注射 器 
ITEA 7 腹 节 侧面 ;对 照 组 仅 注 射 10 微 升 生理 盐水 , 2 一 4 小 时 后 解剖 ， 取出 脂 肪 体 
及 中 肠 供 测定 GSH 用 。 

4. 样 品 制 备 ” 在 冷却 条 件 下 小 心 解剖 家 径 及 万 麻 乔 , 取 出 各 组 织 及 体液 ,并 保存 于 干 
冰 中 待 测 ;用 于 脂肪 体 、 中 肠 、 丝 腺 、 体 液 测 定 的 番 每 批 一 般 为 10 一 20 条 ， 马 氏 管 一 般 为 
100 条 。 

5. GSH 测定 ”脂肪 体 、 中 肠 、 丝 腺 、 马 氏 管用 0.1 mol/L pH7.2 Tris-HCI 缓冲 液 按 
1:3 的 比例 《W/V) 在 冰 浴 中 用 聚 四 级 乙烯 杆 的 玻璃 匀 净 器 匀 净 2 分钟 (马达 带动 )， 然 
后 离心 10 分 钟 〈15;,000rpm)， 取 上 清 液 1 毫升 ,用 工 毫升 HsO 稀释 ,加 入 3.2% 磺 基 水 
杨 酸 3 训 升 沉淀 蛋白 ( 放 在 冰 浴 中 ,以 防止 GSH 氧化 ), 体液 直接 取 1 毫升 ，13:1 稀释 后 
用 磺 基 水 杨 酸 按 上 述 处 理 ,在 15,000rpm 离心 10 分 钟 ; 以 上 各 组 织 经 磺 基 水 杨 酸 处 理 后 
各 取 上 清 液 2 毫升 ,加 1 毫升 含 抗坏血酸 及 乙醚 酸 的 磁 酸 钾 绥 溃 液 1.0 mol/L pH6.8 (每 
100 毫升 含 0.25 克 抗 坏 血 酸 ,0.75 克 乙 醋酸 ),60°C 加 热 5 分 钟 后 ,迅速 放 和 人 冰 浴 冷却 , 然 
后 在 室温 下 平衡 ,加 0.3 EF 3.83mM 浓度 DTNB 1.0mol/L pH6.8 磷酸 钾 缓 冲 液 , 7 分钟 
后 在 上 海 分析 仪 器 厂 产 751G 型 分 光 光 度 计 上 用 412 点 微米 波长 读数 。 


者 果 与 讨论 


1.GSH 测定 的 方法 ”虽然 测定 GSH 有 着 许多 方法 ,但 是 Ellman (1959) 用 
DTNB 测定 SH 基 团 的 方法 自 六 十 年 代 以 来 一 直 被 广泛 应 用 ， 如 Duron 等 (1963); 
Kaplan 等 (1964); Roberts 等 (1971); Naoto 等 (1972); Orfanos 等 (1980)。 但 是 由 于 
昆虫 中 游离 氨基 酸 浓度 很 高 (Florkin 4%, 1974), BEAMS TE We Ay Uk Fes 50 Bl 300 倍 
(Chen, 1977), YT WEEE AER, GSH 测定 的 干扰 ,提高 GSH 测定 的 精确 性 , 本 文 
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作者 参考 Ball (1966) 及 Jackson (1969) 的 方法 , HERR St RZ WE A E 
WA 2,4- 二 凑 酸 的 原理 对 昆虫 中 的 游离 半 胱 毛 酸 加 以 屏 项 ,并 加 以 改进 。 

用 不 同 浓度 的 标准 还 原 谷 胱 甘 肽 ， 利 用 上 述 方 洁 ( 即 加 有 乙 醋 酸 )， 其 测定 结果 与 
Ellman(1959) 方法 相 比 , 克 分 子 消光 系数 为 13,500， 与 13,600 相 比 仅 低 7.49o.GSH IK 
度 与 412 毫 微米 波长 吸光 率 A 呈 线性 关系 ,加 有 75 倍 GSH WEREMA, HTE 
酸 的 存在 ,通过 生成 稳定 的 四 粤 麻 哗 2,4- 二 羧 酸 , 并 不 影响 对 GSH 的 测定 (网 网 1)。 

本 文采 用 磺 基 水 杨 酸 沉 淀 蛋 白 。 从 而 使 蛋白 沉淀 过 程 中 GSH 的 氧化 减少 到 很 小 程 
度 (Woodward 等 ,1932)。 由 于 标准 曲线 是 在 与 样品 测试 相同 条 件 下 获得 的 , 因此 测试 样 
项 中 GSH 在 60,5 分 钟 保温 引起 氢化 所 造成 的 误差 可 相应 消除 。 

2. ERRAZA 。 合 量 及 其 在 各 组 织 中 的 分 布 ( 琢 1)。 

1 RRSARSSUMEKHCERSA 


GSH & i 5 分 于 | 克 组 织 , 体 注 为 每 毫升 ) 























| | 
MEARI EE | 中 ia 后 部 丝 腿 int | {k He 
BRS 1. 1 十 0.09 1.5940. 11 0. 669-6 0.071 0.22960. 050 0, OIN, 004 
‘ok 1.140.065 O.580-1 0.043 A, AG 2-0. NOG fe P44-b0, NZA A 126--0, 003 





PEMA AS POSE hA REM: AIAR eB SLL ERO PLL RAR VAAL SRE, 

WA 1 7, sie MEP AR, CPD Bees AP SPIE EP HK PRE EL Tf EE 
ik 0.50 一 1.60 第 殉 分 子 范围 ,与 小 魏 岂 全 本 高 的 肝脏 和 人 嫩 脏 (分 别 为 8.01 和 3.68 tis 
FIRAR (Griffith，1980) 相 比 , 昌 低 些 ,但 仍 沙 在 已 知 动物 ,植物 ,微生物 的 水 平 (0.5 一 
10.0) 内 。 蕊 麻 亚 与 家 和 蛋 , 虽 然 同 届 鲜 起 日 昆虫 ， 但 前 者 属于 天 蛋 峨 科 ， 后 者 属于 家 鼻 峨 
科 , 它 们 的 GSH Sak OWA AA BRE HBR GSH AHATZE, 2 
SiR GSH REBT HMA. BRED BARI, (RED AR AMZ, 
HRCA RSS E, ERA GSH 含量 最 高 , 丝 障 第 二 ,中 肠 第 三 , 马 氏 管 含 
HR EM GS oo HTE GSSG 浓度 远 低 于 GSH (Wendell，1970)， 因 此 ,还 
原 谷 胱 甘 肽 的 售 旺 一 定 程 度 上 反映 了 总 的 谷 胱 甘 肽 的 水 平 。 

昆虫 的 脂肪 体 在 代谢 中 起 区 极为 重要 的 作用 (Price，1973), 而 马 氏 管 则 起 凌 排 泄 代 
谢 产 物 、 调 节 体 内 水 分 以 及 级 基 酸 等 的 盏 吸收 的 功能 。 中 脑 是 昆虫 食物 消化 吸收 的 重要 
器 宫 。 食 物 中 的 游离 拟 共 酸 以 及 食物 蛋白 质 分 解 后 的 各 种 拟 基 酸 都 要 经 由 中 脑 极 收 到 体 
EEA Ds, RAMUS LER AT ES TER CE SEBO PEE SS EPG TS 
成 有 关 的 酶 系 , RIE RAPA BEBE Be SSA AG ES eI, OR DE ATES 7A 
醚 转 肽 酶 的 底 物 ， 在 氨基 酶 的 转运 中 起 若 至 关 重 要 的 作用 。 从 我 们 获得 的 结果 来 看 ，1 
肪 体 、 中 肠 、 丝 腺 等 组 织 洛 有 非常 丰富 的 GSH 是 与 这 些 组 织 所 起 的 生理 作用 相 吻 合 
的 。 

ABA ESE C19 86 EY RULES EN >- 分 毛 酰 转 驮 酶 广泛 分 市 在 菁 麻 副 的 中 脑 、 马 氏 管 、 后 浊 
经 腺 ,脂肪 体 等 R EADE., PiK TER, AREI DIRKIE SIE PR 
BEREM E De p p A Se ATT E ek A ES 2, A 
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作为 7- 谷 氮 酰 转 肽 酶 底 物 的 GSH Ze eee Ie he BER Eo 

昆虫 的 酰胺 酶 对 昆虫 体内 的 药物 毒物 代 谢 起 着 重要 作用 , 甜 脂肪 体 、 中 上 肠 中 的 酰胺 
酶 受到 对 - 斥 和 汞 葵 甲 酸 强烈 抑制 表明 绽 基 是 至 关 重 要 的 ( 林 浩 等 ,1980), 由 于 ;GSH 能 维 
HAN ER EE ANSE, Hz UM, 因此 ,昆虫 体内 含量 丰富 的 GSH 也 起 着 类 
' 做 哺乳 动物 中 的 解毒 作用 。 

3. 注射 BSO 对 脂肪 体 及 中 肠 GSH 含 是 的 影响 “五 龄 三 天 注射 BSO FRÆ, 2 
小 时 后 解剖 ， 观察 到 处 理 组 脂肪 体 GSH* 含量 较 对 照 组 显 落 降 低 ， 处理 组 仅 为 对 照 组 
67.4 锡 ,中 肠 也 有 所 下 降 , 处 理 组 为 对 照 组 的 90.3%( 见 表 2)。 

R2 AW=RX BSO HATENE RHE GSH 含量 的 影响 
GSH 含量 (微克 分 子 / 克 组 织 ) 


对 照 组 处 理 组 处 理 组 /对 照 组 
脂肪 体 0.913 土 0.031 0.615 十 0.018 67.4%. 
中 o 0.557-£0.011 0.503 土 0.009 90.39% 


我 们 知道 BSO 对 于 哺乳 动物 7- 谷 氮 酰 半 胱 氨 酸 合成 酶 是 一 个 强烈 的 抑制 宰 , 注射 
BSO 于 小 白鼠 ， 引 起 GSH 含量 的 急剧 下 降 ， 这 表明 GSH 在 小 白 饼 体内 的 周转 很 快 ， 
GSH 在 “7- 谷 氨 栈 循环 "中 的 利用 率 很 高 ; BEN 7- 谷 氨 酰 转 肽 酶 的 抑制 剂 时 ， 由 于 
GSH 的 利用 被 阻 断 ,血液 中 GSH 含量 纺 对 照 组 明显 升 高 〈Griffith，1979)5 从 我 们 注 
射 BSO 的 结果 可 网, 乔 体 内 GSH 的 代谢 也 相当 活 聊 , 它 对 整个 机 体 的 毛 基 酸 吸 收 、 运 
转 \ 代 谢 必 然 起 着 很 重要 的 作用 。 

五 龄 五 天 注射 BSO FRB, 4 NM AM, MEME GSH a, 处 理 组 较 对 照 
组 下 降 不 明显 , 仅 下 降 4.2%( 见 表 3)。 

表 3 五 龄 五 天 BSO HRA GSH 含量 的 影响 * 
GSH 含量 (微克 分 子 / 克 组 织 ) 


对 照 组 处 理 组 ， 处 理 组 /对 要 组 
脂肪 体 0. 660-40. 087 0. 6324-0, 034 95.8% 
* Thi ER 1X92, LeBSO 结构 式 为 : (CH,).CHs 
以 上 数据 系 三 次 测定 的 平均 位 及 标准 差 。 o=$ =NH 

H-C—H 
HO—H 

Hl —NH+ 
doo- 


而 五 龄 三 天 注射 则 下 隆 32.6 多 。 五 龄 五 天 注射 与 五 龄 三 天 注射 所 引起 的 不 同 结果 有 
可 能 由 于 五 龄 中 期 (三 天 ) 正 值 蚕丝 蛋白 合成 和 返 基 酸 代 谢 的 旺盛 时 期 , GSH 的 周转 率 也 
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比较 快 ,而 五 龄 后 期 丝 蛋 白 的 合成 和 氨基 酸 代谢 已 趋 低下 ， 因 此 ， 五 龄 中 期 积累 的 GSH 
的 周转 率 比较 低 。 以 上 结果 说 明 BSO WE GSH 合成 有 很 大 影响 ， 其 作用 的 酶 系 极 可 
ESRT >- 谷 气 栈 半 胱 氨 酸 合成 有 关 。 

JERE, KAKAR GH 含量 和 组 织 分 布 以 及 BSO 注射 对 GSH 含量 的 影响 
来 看 ,昆虫 中 谷 胱 甘 肽 以 及 极 可 能 存在 的 “y- 谷 氨 酰 循环 * 或 类 似 的 模式 。 它 们 在 涉及 到 
氨基 酸 的 吸收 ,转运 、 酶 活性 的 维持 、 外 来 氧化 物 及 毒物 的 解毒 等 等 方面 起 很 重要 的 作用 ， 
这 方面 的 工作 正在 进一步 深入 研究 中 。 
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GLUTATHIONE IN PHILOSAMIA CYNTHIA AND BOMBYX MORI. 
AND ITS INHIBITION BY BSO 


GAO JI-ZoNG Xu TING-SEN 


(Shanghai Institute of Biochemistry; Academia Sinica) 


The amounts of reduced glutathione (GSH) and its distribution in different tissues 
of Philosania cynthia ricini and Bombyx mori were determined with the DTNB method 
after removing free cysteine with glyoxylic acid. It was found that large amounts of 
GSH were present in the fat body, silk gland and midgut, suggesting the important role 
of GSH in the regulation of amino acid metabolism in these two insects. However, the 
level’and distribution of GST in Philosamia were different from that in Bombyx. Dur- 
ing the middle stage of the fifth instar the injection of S-n-butylhomocystine (BSO) 
would markedly decrease the level of GSH'in Bombys, presumably due to the inhibition 
of y-glutamyleysteine synthetase by BSO. But in later fifth instar no decrease in the 
amount of GSH was detected because of the lower activity of the y-glutamyleysteing syn- 
thetase and slow turnover of GSH. 


Key words Philosumia cynthis ricini-——Bombyz. mori. 
S-n-butyl homocysteine sulfoxifide 
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